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elastase の人工基質である succinyl trialanine para-nitroanilide( Suc( Ala)3-pNA)を水解す
る、 elastase と異なる酵素活性が慢性関節リウマチ患者の関節液中や閉塞件.黄杭患者の血清中及び胆




酵素の基質として主に 5 mM Suc( Ala) 3-pNA , 50mM Tris-HCI buffer( pH 8.0 , 20mM CaCI 2, 
4 % methyl pyrrolidone を含む)を使用した。
法医解剖にて得た比較的新鮮なヒト腎は結合識を除去後細切し司生理食塩水にて洗漉脱血後， 5mM 
Tris-HCI buffer pH 8.0司 0.25 M sucrose 中で 1九Taring Blendor にて 3 分間ホモジェナイズし，
8, OOOX g 遠沈上清を20-40%飽和硫安塩析した口沈j査を蒸留水にて透析することにより生じた沈殿
を， 40, OOOX g にて遠沈して集め， 0.5% sQdium deoxycholate を含む20mM Tris-HCl buffer 
(pH 8.0) に浮遊後， 1 晩抽出し， 40 , OOOX g にて遠沈した。上清に Brij 35 を 0.1 %になるように加
え， 10mM acetate buffer( pH 6.0 )にて透析後， DEAE-cellulose column( pH 6.0) に吸着させ，
10mM-250 mM acetate buffer( pH 6.0 )の直線濃度勾配にて溶離した。本操作によりー酵素活性の
急激な低下が認められたが，同時に分画される leucine aminopeptidase( LAP) 画分を活性測定時に




認められ，本酵素が基質の 2 番目と 3 番目の Ala-AI a 結合を切断していることが確認された。以下
その匝!分を等電点電気泳動(pH 4 ~ 6 )を 2 回，更に Sephacryl S-300 によるゲル炉過を行い，デ
ィスク電気泳動後ゲルスライスより抽出し，高純度の酵素標品を得た。なわ精製中， LAP 分離後の
酵素標品の酵素活性測定には部分精製されたヒト腎 LAP を加え，生成した p-nitroaniline を 410 nm 
の absorbance の増加を測定するごとにより行った。また本酵素の諸性質の検討には，生成した Ala­
pNAを高速液体クロマトグラフイーにより定量するか あるいはbuffer として50mM borate buffer 
(pH 8.0) を用いニンヒドリン法により直接定量した。
本酵素の至適pH は 8.0 であり， Sephacry 1 S -300 を用いたゲルj戸過による分子量は約10万，等
電点電気泳動による等電点は 5.3 ~ 5.4 であった。陽イオンの活性に対する影響は 5mM の濃度で行
った。 Ca2+は1.6 ~ 2.0 倍活性化し， Mg2+ と K+ がやや活性の上昇をもららしたが， Zn 2+, Mn 2+, Fe2+ 
は活性を抑制した。安定性に関しては， pH 6 ~10で37 0C において 1 時間では活性の低下は認められず;
500C 15分でやや低下し ， 600C 15分で完全に失活した。安定性に対して Ca 2+ は無関係であった。
また各種阻害剤の影響を調べると， EDT A , o-phenanthroline , phosphoramidon 1こより阻害された
ので，金属酵素であると考えられた。




腎に存在し， Suc( Ala) 3-pNAを水解する elastase 以外の酵素活性は，今回精製した酵素により，
基質が Suc( Ala) 2 と Ala- pNA~こ水解され，後者が更に LAP により， Ala と p-nitroaniline ~二水解さ
れ， p -ni troaniline の発色を見ていることが明らかになった。
本酵素は膜結合性の金属エンドペプチダーゼであり，至適pH 8.0，分子量は約10万，等電点は 5.3
~ 5.4であった。また本酵素は疎水性アミノ酸のN 末端側をよく水解した。現在閉塞性黄痘の診断に





本研究においてヒト腎に存在する sucinyl trialanine p叩troanilide を水解する elas tase 様活性ー
が従来未報告の endopeptidase と leucine aminopeptidase との共同作用によることが見い出された。
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さらに本研究ではこの endopeptidase を精製し，蛋白質化学的，酵素化学的性質を明らかにした。
この結果，本酵素の生理学的役割の解明及び臨床診断への応用が可能となった。
以上より本研究が充分評価しうる研究であると認める。
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